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Yeast Strain  NCS1 gene   Solutes of transport      Screen or Assay used 
RG191a    FCY2    adenine, guanine, cytosine, hypoxanthine  8‐AZA, 8‐AZG, 5‐FC 
NC122‐sp6b  FUR4    uracil          5‐FU 
RW105dal4c  DAL4    allantoin          Allantoin 
RW128d    FUI1    uridine          5‐bromo‐2‐deoxyuridine 
ACCT#4006706e  THI7    thiamine          Pyrithiamine 












Yeast Strain    Genotype       
RG191      his3Δleu2Δura3Δmet15Δfcy2Δ 
NC122‐sp6    leu2Δfur4Δ     
FY1679‐5C    leu2Δhis3Δura3Δ 
RW105dal4    fur4Δhis3Δtrp1Δdal4Δ::HIS3 










Plasmid    Contents         Purpose     
pRG399    2µ LEU2‐PMA1‐MCS‐CYC1       Empty vector   
pRG402    2µ TRP1‐PMA1‐MCS‐CYC1      Empty vector 
pRH194    At5g49990 in pRG399      Transformed AtNAT5 
pRW45    2µ TRP1‐FUI1        Control 
pRH369    At5g03555‐short version in pRG399    Transformed AtNCS1 











Time of reaction      t‐value    P‐value 
0 minutes      1.7725    0.2183 


















Assay Used      At5g03555 (AtNCS1) 
5‐bromo‐2‐deoxyuridine    ‐ 
Pyrithiamine      ‐ 
Allantoin      ‐ 
Pyridoxine      ‐ 
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Figure 1.  Yeast expression vectors pRG399 and pRG402.  Contains the PMA1 constitutive yeast 
promoter and multiple cloning site (MCS) required for insertion of AtNAT5 or AtNCS1.  pRG399 
contains a LEU2 gene, while pRG402 contains a TRP1 gene. 
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Figure 2.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNAT5 on 8‐Azaadenine.  Strains RG191; 
RG191/pRG399; RG191/pRH194; and RG191/pRH369 were grown on SC media containing 
various concentrations of 8‐AZA. 
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Figure 3.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNAT5 on 8‐Azaguanine.  Strains RG191;  
RG191/pRG399; RG191/pRH194; and RG191/pRH369 were grown on SC media containing  
various concentrations of 8‐AZG. 
RG191 RG191/ 
pRG399 
RG191/ 
pRH194 
RG191/ 
pRH369 
0mM 
1mM 
2mM 
3mM 
4mM 
8‐Azaadenine
17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNAT5 on 5‐fluorocytosine.  Strains RG191; 
RG191/pRG399; RG191/pRH194; and FY1679‐5C were grown on SC media supplemented with  
various concentrations of 5‐fluorocytosine.
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Figure 5.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNAT5 on 5‐fluorouracil.  Strains NC122‐sp6;  
NC122‐sp6/pRG399; NC122‐sp6/pRH194; and NC122‐sp6/pRH369 were grown on SC media  
containing various concentrations of 5‐fluorouracil.
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Figure 6: AtNAT5 mediated uptake of [3H]‐xanthine.  Strains RG191 and RG191/pRH194 were 
incubated with 0.2µM [3H]‐xanthine at 30°C.  Back ground values were subtracted from the 
uptake values of RG191.  Standard error bars represent the standard error of the mean of three 
independent experiments.
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Figure 7.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNCS1 on 5‐bromo‐2‐deoxyuridine.  Strains  
RG191; RW128; RW128/pRG402; RW128/pRW45; and RW128/pNS467 were grown on SC media  
containing various concentrations of 5‐bromo‐2‐deoxyuridine. 
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Figure 8.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNCS1 on pyrithiamine.  Strains 
ACCT#4006706; ACCT#4006706/pRG399; and ACCT#4006706/pRH369 were grown on SC media 
containing a concentration series of pyrithiamine.
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Figure 9.  Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNCS1 on media containing allantoin as the 
sole nitrogen source.  Strains RW105dal4; RW105dal4/pRG402; and RW105dal4/pNS467 were 
grown on SC medium supplemented with allantoin as the sole nitrogen source.
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Figure 10. Growth of S. cerevisiae cells expressing AtNCS1 on media containing various 
concentrations of pyridoxine.  Strains W303‐1A; sno‐snz1Δ; MVY30; MVY30/pRG399, and 
MVY30/pRH369 were grown on SC medium containing a concentration series of pyridoxine. 
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CHAPTER 3: RESULTS 
 
 
 
Growth‐Based Assays of AtNAT5 Mediated Uptake of Toxic Purines and Pyrimidines 
  Yeast expression plasmids containing the gene locus At5g49990 encoding AtNAT5 
(pRH194) were transformed into fcy2 (adenine‐cytosine‐guanine transport) or fur4 (uracil 
transport) mutant strains then grown on Synthetic Complete media containing various 
concentrations of toxic analogs.  fcy2 mutants and transformed with AtNAT5 were grown on 
media containing 8‐AZA, 8‐AZG and 5‐FC (Figures 2‐4).  fur4 mutants and transformed  AtNAT5 
strains were grown on media containing 5‐FU (Figure 5).  Results show that yeast strains 
expressing AtNAT5 exhibit no sensitivity to growth on media containing 8‐AZA, 8‐AZG, 5‐FC or 5‐
FU suggesting that AtNAT5 does not transport adenine, guanine, cytosine or uracil.  These 
results are consistent with the putative function assigned to the AtNATs, which are suggested to 
function as xanthine/uric‐acid transporters (Diallinas and Gournas, 2008). 
 
Uptake Based Assays of [8‐3H]‐Xanthine by AtNAT5 
  AtNAT5 transformed yeast strains deficient in fcy2 exhibit differences in [3H]‐xanthine 
uptake not statistically significant relative to RG191 (t=1.7725, P=0.2183); (t=1.6738, P=0.2361) 
at times 0 and 2.5 minutes respectively (Table 4).  Results suggest that AtNAT5 does not 
function as a xanthine transporter when using this method of heterologous complementation in 
yeast (Figure 6).  This result may be due to the lack of necessary genetic elements not present in 
the S. cerevisiae genome.  Previous research of the AtNATs using heterologous 
complementation as well as single, double and triple knock‐out mutants in planta attempted to 
elucidate the function of these putative nucleobase‐ascorbate transporter genes has produced 
similar negative results (Maurino et al., 2006).  Heterologous complementation was used to 
identify the function of a single AtNAT gene while controlling for functional redundancy of other 
nucleobase transporters; however, due to the high functional redundancy among the AtNAT 
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gene family in particular, elements required for proper protein function may be absent when 
expressed complementarily in yeast. 
 
Growth‐Based Assays of AtNCS1 Using Toxic Analogs 
  AtNCS1 was expressed using heterologous complementation in S. cerevisiae strains 
deficient in native ScNCS1 genes.  To determine other solutes of transport by the recently 
characterized AtNCS1 (Mourad et al., 2012), yeast expression vectors containing AtNCS1 
(pRH369 and pNS467) were transformed into fui1 (uridine transporter) or thi7 (thiamine 
transporter) mutant strains and grown on media containing various concentrations of the toxic 
analogs 5‐bromo‐2‐deoxyuridine and pyrithiamine respectively (Hamari et al., 2009; Wagner et 
al., 1998; Jund and Lacroute 1970; Singleton 1997).  Results show fui1 transformed AtNCS1 
strains show no sensitivity to growth on the toxic analog 5‐bromo‐2‐deoxyuridine, suggesting 
that AtNCS1 does not transport uridine (Figure 7).  Growth‐based results of thi7 transformed 
AtNCS1 strains exhibit no sensitivity to growth on media containing pyrithiamine (Figure 8).  
These results suggest that AtNCS1 does not transport thiamine.   
 
Growth‐Based Assays of AtNCS1 Using Allantoin as the Sole Nitrogen Source 
  Heterologous complementation of AtNCS1 in dal4 (allantoin transporter) mutant strains 
was used to determine if AtNCS1 functions to transport allantoin when used as the sole nitrogen 
source.  dal4 transformed AtNCS1 strains were grown on Synthetic Complete media containing 
allantoin as the sole nitrogen source (Desimone et al., 2002; Pélissier et al., 2004) (Figure 9).  
Results show that AtNCS1 is able to grow on media containing as little as 0g/L of allantoin as a 
sole nitrogen source; however, the growth of the transformed cells cannot be determined as 
statistically different than growth exhibited by the dal4 strains using this particular 
methodology. 
 
Growth‐Based Assays of AtNCS1 Using Varying Concentrations of Pyridoxine (Vitamin B6) 
  A S. cerevisiae tpn1Δ mutant (MVY30) deficient in the transport of pyridoxine (Vitamin 
B6) was transformed with AtNCS1 and tested for its ability to grow in media containing various 
concentrations of Vitamin B6.  The results obtained from this experiment are inconclusive and 
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inconsistent with the literature due to the apparent ability of the tpn1 deletion strain to exhibit 
growth similar to that of the parent strain W303‐1A (Stolz and Vielreicher, 2003)  (Figure 10).
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CHAPTER 4: DISCUSSION 
 
 
 
Functional Redundancy Among Nucleobase Transporters 
  Transporter gene families comprising of genes with similar function may have evolved 
from gene duplication events with individual genes subsequently diverging (Gournas et al., 
2008).  The full relevance of heterogeneity among family members is unknown, but it has been 
proposed that in some cases characteristic subtypes have evolved.  Preservation of similar 
subtypes in different species would argue for specialized function rather than redundancy.  With 
increased homology between family members it is unclear whether members have individual 
functions or whether there is redundancy and therefore compensatory mechanisms to operate 
if any individual transporter system malfunctions.  However, selection pressure would be 
unlikely to maintain the expression of such large gene families if redundancy were the only 
explanation for the presence of these multiple member gene families (Hawkesford, 2003).  
Nucleobase transporters have distinct yet overlapping solute specificities and their associated 
genes also have distinct yet overlapping functional expression in various tissues and 
developmental stages (Bürkle et al., 2003; Enjo et al., 1997; Linka and Weber, 2010; Maurino et 
al., 2006; Schmidt et al., 2006).  Gene family member interactions, patterns of expression, and 
post‐translational control are still being identified for nucleobase transporters, while their 
relative effects upon one another are still unknown.  
 
Yeast Complementation 
  Heterologous complementation of eukaryotic transporters is in general very 
problematic; however, yeast provides one of the most promising systems for expression despite 
significant retention at the endoplasmic reticulum, a proportion of expressed transporters have 
been shown to find their way to the plasma membrane and exhibit detectible activity (Liu et al., 
2007; Schultes et al., 1996).  Using S. cerevisiae as a tool to characterize eukaryotic transporter 
functions has proven to be a viable method due to the ease in genetic manipulation as well as
28 
 the wealth of previous knowledge obtained through research of native biosynthetic pathways 
(Amillis et al., 2007; Gillissen et al., 2000; Goudela et al., 2005).  Heterologous complementation 
was performed to test whether AtNAT5 could function in a transport capacity outside of a plant, 
and to identify other potential solutes transported by the recently characterized AtNCS1 
(Mourad et al., 2012).  The coding regions of both AtNAT5 and AtNCS1 were cloned into yeast 
expression vectors downstream from a constitutive yeast promoter (PMA1), by members of Dr. 
Schultes’ Lab resulting in the plasmids pRH194 for AtNAT5 and pRH369 as well as pNS467 for 
AtNCS1.  While both vectors contained multiple cloning sites and a constitutive yeast promoter, 
expression vector pRG399 contained a complementary gene for leucine biosynthesis and 
pRG402 contained a complementary gene for tryptophan biosynthesis. 
The AtNAT5 plasmid pRH194 was transformed into two mutant strains deficient in 
either fcy2 (adenine‐guanine‐cytosine‐hypoxanthine transporter) or fur4 (uracil transporter) and 
were grown on media containing 8‐AZA, 8‐AZG, 5‐FC, or 5‐FU.  Results shown in Figures 2‐5 
indicate that yeast strains expressing AtNAT5 do not transport adenine, guanine, cytosine, or 
uracil.  Radio‐labeled uptake of [3H]‐xanthine of an AtNAT5 transformed fur4 mutant strain was 
used to test whether AtNAT5 could function as a xanthine transporter outside of the plant.  
Results from this radio‐labeled uptake experiment, seen in Figure 6, suggest that AtNAT5 does 
not transport xanthine when expressed in yeast. 
Other alternative explanations may be applied to the results obtained using AtNAT5.  
For proper expression of a eukaryotic transporter gene within a yeast host genome specific 5’ 
upstream sequences, a yeast specific promoter, correct 3’ downstream termination sequences, 
as well as secretory sequences tagged to the polypeptide are required.  To ensure AtNAT5 is 
being transcribed RT‐PCR may be performed and gel electrophoresis used to determine if mRNA 
of AtNAT5 is present.  To determine if AtNAT5 is translated from mRNA into a protein a 
Western‐blot may be performed.  Other post‐translational modifications may occur using 
heterologous complementation so expression analysis of AtNAT5 in yeast can be determined by 
the addition of a GFP‐tag or by GUS‐staining techniques.  If any of the above techniques provide 
evidence to the improper functional expression of AtNAT5 then manipulations to the 
heterologous complementation system can be applied and tested further. 
  Expression of eukaryotic membrane transporters using heterologous complementation 
does not necessarily ensure that the gene product will function in the same manner when 
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expressed in its native genome.  Elements not present in the yeast host, may affect gene 
function, protein expression, and/or protein folding.  Heterologous complementation is useful 
for reducing redundant functions of other transporter genes, but gene interactions between 
other family members or transcriptional regulators not present in the yeast genome may cause 
the gene to be expressed but not be functionally active.  Alterations to the expression vector 
through the use of an inducible promoter instead of a constitutive promoter may provide a tool 
for protein induction, but a constitutive promoter is best used for toxic analog assays versus 
radiolabeled uptake assays.  More information on gene member interactions and post‐
translational regulation and control are necessary to understand the requirements for proper 
gene function.   
Heterologous complementation of AtNCS1 in yeast has already provided functional 
characterization of its ability to transport adenine, guanine and uracil (Mourad et al., 2012).  
AtNCS1 plasmid pRH369 was transformed into thi7 (thiamine transporter) and tpn1 (pyridoxine 
transporter) mutant strains then grown on media containing the toxic analog pyrithiamine or 
media containing various concentrations of pyridoxine respectively.  Results from the 
pyrithiamine growth‐based assay, shown in Figure 8, suggest that thiamine is not a substrate 
transported by AtNCS1.  When transformed strains were grown on media containing various 
concentrations of pyridoxine, shown in Figure 10, the results prove to be inconsistent with 
literature describing tpn1 deletion strains being unable to grow on media containing less than 
0.02µM concentrations of pyridoxine (Stolz and Vielreicher, 2003).  The ability of AtNCS1 to 
transport pyridoxine remains unknown at this time. 
AtNCS1 plasmid pNS467 was transformed fui1 (uridine transporter) and dal4 (allantoin 
transporter) mutant strains.  Transformed strains were grown on media containing 5‐bromo‐2‐
deoxyuridine or on media containing allantoin as the sole nitrogen source, respectively.  Results 
from growth‐based assays using the toxic analog 5‐bromo‐2‐deoxyuridine, as shown in figure 7, 
suggest that AtNCS1 does not function to transport uridine.  Media containing allantoin as the 
sole nitrogen source was used in growth‐based assays to determine if AtNCS1 could function as 
an allantoin transporter.  The results obtained from this assay, as shown in figure 9, suggest 
allantoin is not a substrate of transport by AtNCS1; however, the differences in growth between 
strains cannot be significantly identified using this particular assay.  To date, AtNCS1 functions as 
an adenine‐guanine‐uracil transporter in Arabidopsis (Mourad et al., 2012). 
30 
Conclusion 
In summary two basic types of experiments were performed to assay the solute 
specificity profiles of AtNAT5 and the recently characterized adenine‐guanine‐uracil transporter 
AtNCS1 (Mourad et al., 2012).  First, growth‐based studies using toxic analogs, allantoin as the 
sole nitrogen source and various concentrations of pyridoxine tested for the ability for both 
AtNAT5 and AtNCS1 to transport previously unidentified solutes.  The results obtained from 
these growth‐based assays provided evidence to support AtNAT5’s putatively defined 
xanthine/uric‐acid transport function (Gournas et al., 2008).  Results from growth‐based assays 
using AtNCS1 provided evidence that AtNCS1 does not function to transport the related 
nucleobase metabolites: allantoin, thiamin, pyridoxine, and uridine.  Second, radio‐labeled 
uptake experiments in functionally complemented yeast tested the ability of AtNAT5 to function 
in a transport capacity outside of the plant to transport [3H]‐xanthine (Figure 6).  Results of the 
radio‐labeled uptake experiment can be confirmed further by testing for the proper expression 
of AtNAT5 by the methods and techniques described above.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LIST OF REFERENCES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
31 
LIST OF REFERENCES 
 
 
 
Amillis, S., Hamari, Z., Roumelioti, K., Scazzocchio, C., and Diallinas, G., Regulation of expression 
and kinetic modeling of substrate interactions of a uracil transporter in Aspergillus 
nidulans. Molecular Membrane Biology, 2007. 24(3): p. 206‐214. 
 
André, B., An overview of membrane transport proteins in Saccharomyces cerevisiae. Yeast, 
1995. 11(16): p. 1575‐1611. 
 
Argyrou, E., Sophianopoulou, V., Schultes, N., and Diallinas, G., Functional characterization of a 
maize purine transporter by expression in Aspergillus nidulans. The Plant Cell Online, 
2001. 13(4): p. 953‐964. 
 
Bürkle, L., Cedzich, A., Dӧpke, C., Stransky, H., Okumoto, S., Gillissen, B., Kühn, C., and Frommer, 
W.,, Transport of cytokinins mediated by purine transporters of the PUP family expressed 
in phloem, hydathodes, and pollen of Arabidopsis. The Plant Journal, 2003. 34(1): p. 13‐
26. 
 
Cecchetto, G., Amillis, S., Diallinas, G., Scazzocchio, C., and Drevet, C., The AzgA purine 
transporter of Aspergillus nidulans. Journal of Biological Chemistry, 2004. 279(5): p. 
3132‐3141. 
 
Christianson, T., Sikorski, R., Dante, M., Shero, J., and Hieter, P., Multifunctional yeast high‐copy‐
number shuttle vectors. Gene, 1992. 110(1): p. 119‐122. 
 
de Koning, H. and G. Diallinas, Nucleobase transporters. Molecular Membrane Biology, 2000. 
17(2): p. 75‐94. 
 
Desimone, M., Catoni, E., Ludewig, U., Hilpert, M., Schneider, A., Kunze, R., Tegeder, M., 
Frommer, W.B., and Schumacher, K., A novel superfamily of transporters for allantoin 
and other oxo derivatives of nitrogen heterocyclic compounds in Arabidopsis. The Plant 
Cell Online, 2002. 14(4): p. 847‐856. 
 
Diallinas, G., Valdez, J., Sophianopoulou, V., Rosa, A., and Scaxxocchio, C., Chimeric purine 
transporters of Aspergillus nidulans define a domain critical for function and specificity 
conserved in bacterial, plant and metazoan homologues. The EMBO Journal, 1998. 
17(14): p. 3827‐3837.
32 
Diallinas, G. and C. Gournas, Structure‐function relationships in the nucleobase‐ascorbate  
transporter (NAT) family: lessons from model microbial genetic systems. Channels 
(Austin, Tex.), 2008. 2(5): p. 363. 
 
Enjo, F., Nosaka, K., Ogata, M., Iwashima, A., and Nishimura, H., Isolation and characterization of 
a thiamin transport gene, THI10, from Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biological 
Chemistry, 1997. 272(31): p. 19165‐19170. 
 
Gietz, D.R. and R.A. Woods, Transformation of yeast by lithium acetate/single‐stranded carrier 
DNA/polyethylene glycol method. Methods in enzymology, 2002. 350: p. 87‐96.  
 
Gillissen, B., Bürkle, L., André, B., Kühn, C., Rentsch, D., Brandl, B., and Frommer, W.B., A new 
family of high‐affinity transporters for adenine, cytosine, and purine derivatives in 
Arabidopsis. The Plant Cell Online, 2000. 12(2): p. 291‐300. 
 
Goudela, S., Karatza, P., Koukaki, M., Frillingos, S., and Diallinas, G., Comparative substrate 
recognition by bacterial and fungal purine transporters of the NAT/NCS2 family. 
Molecular Membrane Biology, 2005. 22(3): p. 263‐275. 
 
Goudela, S., H. Tsilivi, and G. Diallinas, Comparative kinetic analysis of AzgA and Fcy21p, 
prototypes of the two major fungal hypoxanthine‐adenine‐guanine transporter families. 
Molecular Membrane Biology, 2006. 23(4): p. 291‐303. 
 
Gournas, C., I. Papageorgiou, and G. Diallinas, The nucleobase–ascorbate transporter (NAT) 
family: genomics, evolution, structure–function relationships and physiological role. Mol. 
BioSyst., 2008. 4(5): p. 404‐416. 
 
Hamari, Z., Amillis, S., Drevet, C., Apostolaki, A., Vágvӧlgyi, C., Diallinas, G., and Scazzocchio, C., 
Convergent evolution and orphan genes in the Fur4p‐like family and characterization of 
a general nucleoside transporter in Aspergillus nidulans. Molecular Microbiology, 2009. 
73(1): p. 43‐57. 
 
Hawkesford, M.J., Transporter gene families in plants: the sulphate transporter gene family—
redundancy or specialization? Physiologia Plantarum, 2003. 117(2): p. 155‐163. 
 
Jund, R. and F. Lacroute, Genetic and physiological aspects of resistance to 5‐fluoropyrimidines in 
Saccharomyces cerevisiae. journal of Bacteriology, 1970. 102(3): p. 607‐615. 
 
Jund, R., E. Weber, and M.R. Chevallier, Primary structure of the uracil transport protein of 
Saccharomyces cerevisiae. European Journal of Biochemistry, 1988. 171(1‐2): p. 417‐
424. 
 
Kafer, C., Zhou, L., Guirgis, A., Weers, B., Park, S., and Thornburg, R., Regulation of pyrimidine 
metabolism in plants. Front. Biosci, 2004. 9: p. 1611‐1625.
33 
Koukaki, M., Vlanti, A., Goudela, S., Pantazopoulou, A., Gioule, H., Tournaviti, S., and Diallinas, 
G., The nucleobase‐ascorbate transporter (NAT) signature motif in UapA defines the 
function of the purine translocation pathway. Journal of Molecular Biology, 2005. 
350(3): p. 499‐513. 
 
Linka, N. and A.P.M. Weber, Intracellular metabolite transporters in plants. Molecular plant, 
2010. 3(1): p. 21. 
 
Liu, X., Qian, W., Liu, X., Qin, H., and Wang, D., Molecular and functional analysis of 
hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase from Arabidopsis thaliana. New 
Phytologist, 2007. 175(3): p. 448‐461. 
 
Mansfield, T.A., N.P. Schultes, and G.S. Mourad, AtAzg1 and AtAzg2 comprise a novel family of 
purine transporters in Arabidopsis. FEBS Letters, 2009. 583(2): p. 481‐486. 
 
Mascorro‐Gallardo, J., A. Covarrubias, and R. Gaxiola, Construction of a promoter‐based vector 
to modulate gene expression in Saccharomyces cerevisiae. Gene, 1996. 172(1): p. 169‐
170. 
 
Maurino, V., Grube, E., Zielinski, J., Schild, A., Fischer, K., and Flügge, U., Identification and 
expression analysis of twelve members of the nucleobase–ascorbate transporter (NAT) 
gene family in Arabidopsis thaliana. Plant and cell physiology, 2006. 47(10): p. 1381‐
1393. 
 
Meintanis, C., A.D. Karagouni, and G. Diallinas, Amino acid residues N450 and Q449 are critical 
for the uptake capacity and specificity of UapA, a prototype of a nucleobase‐ascorbate 
transporter family. Molecular Membrane Biology, 2000. 17(1): p. 47‐57. 
 
Möhlmann, T., Bernard, C., Hach, S., Neuhaus, H., Nucleoside transport and associated 
metabolism*. plant biology, 2010. 12: p. 26‐34. 
 
Mourad, G., Tippmann‐Crosby, J., Hunt, K., Gicheru, Y., Bade, K., Mansfield, T., and Schultes, N., 
Genetic and molecular characterization reveals a unique nucleobase cation symporter 1 
in Arabidopsis. FEBS Letters, 2012. 
 
Nagata, T., Iizumi, S., Satoh, K., and Kikuchi, S., Comparative molecular biological analysis of 
membrane transport genes in organisms. Plant Molecular Biology, 2008. 66(6): p. 565‐
585. 
 
Pantazopoulou, A. and G. Diallinas, The first transmembrane segment (TMS1) of UapA contains 
determinants necessary for expression in the plasma membrane and purine transport. 
Molecular Membrane Biology, 2006. 23(4): p. 337‐348. 
 
Pélissier, H., Frerich, A., Desimone, M., Schumacher, K., and Tegeder, M., PvUPS1, an allantoin 
transporter in nodulated roots of French bean. Plant physiology, 2004. 134(2): p. 664‐
675. 
34 
Schmidt, A., Baumann, N., Schwarzkopf, A., Frommer, W.B., and Desimone, M., Comparative 
studies on Ureide Permeases in Arabidopsis thaliana and analysis of two alternative 
splice variants of AtUPS5. Planta, 2006. 224(6): p. 1329‐1340. 
 
Schultes, N., Brutnell, T., Allen, A., Dellaporta, S., and Nelson, T., Leaf permease1 gene of maize 
is required for chloroplast development. The Plant Cell Online, 1996. 8(3): p. 463‐475. 
 
Singleton, C.K., Identification and characterization of the thiamine transporter gene of 
Saccharomyces cerevisiae. Gene, 1997. 199(1‐2): p. 111‐121. 
 
Stolz, J. and M. Vielreicher, Tpn1p, the plasma membrane vitamin B6 transporter of 
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biological Chemistry, 2003. 278(21): p. 18990‐
18996. 
 
Toki, S., Takamatsu, S., Nojiri, C., Ooba, S., Anzai, H., Iwata, M., Christensen, A., Quail, P., and 
Uchimiya, H., Expression of a maize ubiquitin gene promoter‐bar chimeric gene in 
transgenic rice plants. Plant physiology, 1992. 100(3): p. 1503. 
 
Wagner, R., de Montigny, J., de Wergifosse, P., Souciet, J., and Potier, S., The ORF YBL042 of 
Saccharomyces cerevisiae encodes a uridine permease. FEMS Microbiology Letters, 
1998. 159(1): p. 69‐75. 
 
Wagner, R., Straub, M., Souciet, J., Potier, S., and de Montigny, J., New Plasmid System To Select 
forSaccharomyces cerevisiae Purine‐Cytosine Permease Affinity Mutants. journal of 
Bacteriology, 2001. 183(14): p. 4386‐4388. 
 
Weyand, S., Shimamura, T., Yajima, S., Suzuki, S., Mirza, O., Krusong, K., Carpenter, E., 
Rutherford, N., Hadden, J., O'Reilly, J., Ma, P., Saidijam, M., Patching, S., Hope, R., 
Norbertczak, H., Roach, P., Iwata, S., Henderson, P., and Cameron, A., Structure and 
molecular mechanism of a nucleobase‐cation‐symport‐1 family transporter. Science's 
STKE, 2008. 322(5902): p. 709. 
 
Zrenner, R., Stitt, M., Sonnewald, U., and Boldt, R., Pyrimidine and purine biosynthesis and 
degradation in plants. Annu. Rev. Plant Biol., 2006. 57: p. 805‐836. 
 
Zrenner, R., Riegler, H., Marquard, C., Lange, P., Geserick, C., Bartosz, C., Chen, C., and Solcum, 
R., A functional analysis of the pyrimidine catabolic pathway in Arabidopsis. New 
Phytologist, 2009. 183(1): p. 117‐132. 
 
 
